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摘  要 
目的: 4-羟基壬烯醛 (4-HNE) 是一种内源性脂质过氧化产物，来源于组织
和细胞中ω-6多不饱和脂肪酸 (PUFAs) 的脂质过氧化过程。既往研究提示4-HNE
参与了多种氧化应激相关疾病的发生发展，其中包括眼部疾病。本课题通过体外
细胞及体内动物实验，研究4-羟基壬烯醛 (4-HNE) 诱导角膜上皮氧化应激作用
及机制。 
方法: 以人角膜上皮细胞系HCE为细胞模型，通过CCK8实验检测不同浓度
4-HNE对人角膜上皮细胞活性的影响。利用4-HNE处理细胞后，通过流式细胞术
检测细胞内ROS水平，并利用免疫荧光染色和免疫印迹方法检测细胞内氧化应激
标志物3-硝基酪氨酸 (3-NT) 与ROS生成酶NADPH氧化酶4 (NOX4) 表达水平 、
以及细胞Keap1-Nrf2-ARE抗氧化信号通路激活情况与抗氧化酶Catalase表达水平。
利用经典抗氧化剂N-乙酰半胱氨酸 (NAC) 拮抗4-HNE从而验证4-HNE诱导角膜
上皮氧化应激作用。以Wistar大鼠为动物模型，予4-HNE点眼处理，通过裂隙灯
照相及H&E染色方法检测大鼠角膜上皮形态与组织学变化，通过实时荧光定量
PCR (qRT-PCR)、免疫荧光染色、免疫印迹等方法检测大鼠角膜上皮氧化应激水
平及细胞内抗氧化转录因子Nrf2激活情况及下游抗氧化酶基因表达水平。 
结果: 高浓度4-HNE对细胞活性具有明显抑制作用，且呈剂量效应关系。
4-HNE诱导HCE细胞中ROS生成增多以及3-NT表达增强。4-HNE上调HCE细胞中
ROS生成酶NOX4和抗氧化酶Catalase的表达。4-HNE诱导HCE细胞抗氧化转录因
子Nrf2的激活以及上调通路下游抗氧化酶NQO1的表达。NAC能够拮抗4-HNE诱
导的HCE细胞活性降低、3-NT表达增强、NOX4表达上调以及Nrf2的激活。4-HNE
短期点眼后大鼠角膜上皮形态未见明显异常，4-HNE诱导大鼠角膜上皮中3-NT
表达增强。4-HNE上调大鼠角膜上皮中NOX4的表达。4-HNE激活大鼠角膜上皮
抗氧化转录因子Nrf2并且上调抗氧化酶NQO1、GSTP基因表达水平。 
结论: 4-HNE能够诱导角膜上皮产生氧化应激，作用机制为通过调节细胞内
ROS系统，一方面，4-HNE能够促进角膜上皮细胞中氧化产物生成增多并上调
ROS生成酶的表达，另一方面，4-HNE能够激活角膜上皮细胞抗氧化应答并上调
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ROS降解酶水平。本研究利用一种内源性过氧化物质4-HNE，并首次将其应用于
在体角膜实验，探究了其诱导角膜上皮细胞氧化应激作用及机制，有助于进一步
阐明氧化应激相关角膜疾病的发病机制，为氧化应激相关角膜疾病的预防和诊断
提供了新的依据，也为疾病的分子治疗提供了一定方向和思路。 
关键词：4-羟基壬烯醛  氧化应激  角膜上皮细胞  
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Abstract 
Purpose: 4-Hydroxynonenal (4-HNE) is an endogenous byproduct formed in the 
lipid peroxidation process of ω-6 polyunsaturated fatty acids in cells and tissues. 
Previous studies suggest that 4-HNE participates in a variety of oxidative stress 
related diseases, including eye diseases. The present research focuses on the oxidant 
role of 4-HNE in corneal epithelial and the underlying mechanism. 
Methods: Human corneal epithelial cell line (HCE) was used to establish the cell 
model. Cultured HCE cells were treated with different concentrations of 4-HNE. The 
effect of 4-HNE on cell viability was determined by CCK-8 assays. ROS production 
was detected by ﬂuorescent DCF assay using flow cytometry. The intracellular levels 
of key ROS markers and factors: 3-nitrotyrosine (3-NT), NADPH oxidase 4 (NOX4), 
NF-E2-related factor 2 (Nrf2), NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 (NQO1), 
Catalase (CAT) were determined by Immunofluorescence staining and Western 
blotting. Using classic antioxidant N-acetylcysteine (NAC) to validate the oxidant 
effects of 4-HNE on corneal epithelium cells. Wistar rats were applied to establish the 
animal model. 4-HNE was topically administered in rats. The pathological and 
histological changes of rat corneas were observed by slit-lamp photography and H&E 
staining, respectively. The level of 3-NT, NOX4, Nrf2, NQO1 and glutathione 
S-transferase (GSTP) in rat corneal tissue were also detected using quantitative 
real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR), western blot and immunofluorescent 
staining. 
Results: 4-HNE (≥10μM) suppressed the cell viability of HCE in a concentration 
dependent manner. 4-HNE increased the production of ROS and the level of 3-NT in 
HCE cells. 4-HNE up-regulated the intracellular level of NOX4 and CAT. 4-HNE 
induced the activation of NRF2 and up-regulated the expression of NQO1. 
Furthermore, NAC antagonized the inhibitory and oxidant effects of 4-HNE on HCE 
cells. After topical application of 4-HNE, there were no apparent changes observed in 
rat corneas. 4-HNE significantly increased the level of 3-NT in the corneal epithelium 
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of rats. 4-HNE elevated the NOX4 and activated the NRF2 and its downstream 
effectors: NQO1 and GSTP in rat corneas.  
Conclusions: The results revealed that 4-HNE induced oxidative stress in the 
corneal epithelium in vivo and in vitro, through regulating the ROS system. On one 
hand, 4-HNE increased the level of oxidative stress products and elevated the ROS 
generation enzyme in corneal epithelium, on the other hand, 4-HNE activated the cell 
antioxidant response and up-regulated the expression of the ROS degradation enzyme. 
We, for the first time, explored the oxidant effects and the underlying mechanism of 
4-HNE, an endogenous lipid peroxidation product, on corneal epithelium in vivo. Our 
novel experimental evidence can help to better understand the pathogenesis of 
oxidative stress related corneal diseases, provides a solid background for advanced 
and oriented applications not only in diagnosis and prevention but also molecular 
treatment of these diseases. 
Keywords: 4-Hydroxynonenal; oxidative stress; corneal epithelium 
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1 
第一章  前  言 
氧化应激是指体内氧化系统与抗氧化系统的失衡，被认为是导致衰老和疾病
的重要因素。氧化应激过程中有大量自由基生成，这些自由基能够攻击生物磷脂
膜引发脂质过氧化生成大量新的产物。4-羟基壬烯醛 (4-HNE) 是体内脂质过氧
化过程中生成的具有代表性的内源性醛基产物，在科学研究中被广泛用作氧化应
激或脂质过氧化的生物标记物。眼睛位于体表，容易受到各种理化因素的影响导
致氧化应激，研究表明，4-HNE参与了多种氧化应激相关眼部疾病的发生发展，
深入研究4-HNE与角膜氧化应激之间的密切联系，有助于进一步阐明氧化应激相
关角膜疾病的病理机制，进而为氧化应激相关角膜疾病的诊断和防治提供证据和
思路。 
1.1  4-羟基壬烯醛(4-HNE)简介 
1.1.1  4-HNE 的生成与分布 
4-羟基壬烯醛 (4-Hydroxynonenal)，简称4-HNE或HNE，分子式为C9H16O2，
其生成机制及生物化学特性最早于1991年被研究报道[1]。4-HNE是一种含氧αβ不
饱和醛 (OαβUAs)，来源于ω-6多不饱和脂肪酸 (PUFAs) 如亚油酸、亚麻酸和花
生四烯酸的脂质过氧化过程，是此过程中产生的最主要的一种醛类。4-HNE分布
广泛，生物磷脂膜中含有丰富的ω-6 PUFAs，且4-HNE是一个两性分子，同时具
有亲水性及亲脂性，因此在生物体的细胞、组织中均有分布。此外，含有ω-6 
PUFAs的食物在处理和储存过程中可能有微量4-HNE的生成 [2, 3]。机体内4-HNE
主要以三种形式被检测到：游离4-HNE、与生物分子结合或自身代谢产物以及合
成衍生品[4]。正常情况下，4-HNE在机体的细胞或组织内维持在极低的生理浓度，
当机体受到刺激发生氧化应激后，4-HNE浓度显著增高，此种变化已经在肝细胞、
肾小管细胞、心脏和小肠等组织中得到证实[5-8]，此外，研究发现人体血浆中
4-HNE的浓度随年龄增长而逐渐升高，且轻度认知障碍患者大脑组织中的4-HNE
较同龄健康人显著增多[9, 10]。在实验研究中，由于4-HNE相对更强的亲脂性，外
源加入的4-HNE会首先倾向积存于生物膜内，因此要使其引发有效的胞内生化反
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应，外源加入的4-HNE浓度要大大高于其实际的内源性稳态浓度[11]。 
1.1.2  4-HNE 的生物活性 
4-HNE分子中含有三个官能团：一个羰基 (C=O)，一个碳碳双键 (C=C) 以
及一个羟基 (-OH)，这三个官能团在许多情况下能够协同反应，因此4-HNE是一
种生物活性很强的化合物。多种生物分子已被证实为4-HNE的生物靶点，特别是
含有氨基和巯基的多肽和蛋白质，如谷胱甘肽、肌肽、一些酶类以及膜转运蛋白
等，此外，4-HNE也能够与脂类、核酸甚至某些辅因子、维生素发生反应[12, 13]。
除了生化修饰，4-HNE还能使蛋白质和磷脂膜发生物理改变，如改变细胞膜的流
动性[14]。 
1.1.2.1  4-HNE 与多肽和蛋白质反应 
多肽和蛋白质是4-HNE最重要的靶向生物分子，据估计细胞中生成的1-8%
的4-HNE都用来参与蛋白质的修饰[15]。研究发现4-HNE最易与蛋白质中三类含有
某种氨基酸残基的侧链发生加合反应，分别为半胱氨酸 (Cys)、组氨酸 (His) 与
赖氨酸 (Lys)，且加合速率顺序为Cys>His>Lys[16, 17]。 
多数情况下，4-HNE与蛋白质结合后会改变蛋白质的功能序列，破坏蛋白质
原有的功能，且蛋白质与4-HNE结合后会增加被蛋白酶体水解的易感性，因此机
体内的4-HNE结合蛋白大部分会被蛋白酶体系统清除，然而当发生蛋白交联或蛋
白水解功能障碍时，大量4-HNE结合蛋白累积，机体则出现氧化应激损伤[15]。在
对酒精性肝病的研究中发现，4-HNE通过结合热休克蛋白70 (HSP70) 改变了其
底物结合位点的结构以及ATP酶的活性，同时，4-HNE与蛋白质二硫键异构酶反
应，影响蛋白质中二硫键形成，使蛋白质不能正确折叠，以致不能发挥正常功能，
这些4-HNE结合或者错误折叠的蛋白质在肝细胞中不断积累，最终引发肝细胞发
生氧化应激损伤[18-20]。在病理条件下，4-HNE结合蛋白的增长速率会大大提升，
如在大鼠心脏移植模型中，移植物再灌注后，组织内的4-HNE结合蛋白显著增长，
在进行性核上性麻痹 (一种与氧化应激相关的神经退行性疾病) 患者的脑脊液
中，2/3的谷胱甘肽过氧化物酶 (GSPase) 被4-HNE结合形成加合物[21, 22]。 
另一方面， 一部分4-HNE结合蛋白也作为正常化合物存在于生理状态下的
哺乳动物体内，在外周血中很容易被检测到，这些蛋白主要为白蛋白、转铁蛋白、
免疫球蛋白，另外一些与凝血、脂质转运、调节血压相关的蛋白也包括其中[23, 24]。 
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1.1.2.2  4-HNE 与脂质反应 
4-HNE能够与脂质反应的基础在于其本身的亲脂性，研究发现，4-HNE结合
的脂质主要为磷脂酰乙醇胺 (PE) 以及磷脂酰丝氨酸 (PS)。缩醛磷脂是PE的一
个重要亚类，是一种内源性的抗氧化剂，可减轻细胞氧化应激损害，当4-HNE结
合缩醛磷脂后会使其结构发生变化，进而使其丧失抗氧化功能[25, 26]。 
1.1.2.3  4-HNE 与核酸反应 
既往研究中，4-HNE已被证实对病毒、细菌和哺乳动物细胞具有致突变与基
因毒性作用。4-HNE的致突变作用主要通过两条途径：一条为直接结合碱基形成
加合物，另一条是利用自身氧化性使碱基形成环氧化物[27, 28]。4-HNE与DNA中
的四种碱基均能结合，结合效率快慢顺序为：G>C>A>T。4-HNE与碱基结合后，
会阻碍DNA合成，同时引发重组、碱基替换以及移码突变[29]。对体外大脑血管
内皮细胞的研究中，发现1μM 4-HNE即能诱发细胞染色体畸变，而10μM 4-HNE
诱发了微核形成[30]。利用4-HNE能够诱导胸苷激酶基因突变使其失去杂合性，从
而导致染色体断裂，最终引发小鼠淋巴瘤形成[31]。此外，研究发现抑癌基因p53
对4-HNE具有高度易感性，4-HNE最易结合在p53基因第249个密码子位置形成
4-HNE-DNA加合物，提示了4-HNE作为一个癌症病原体诱发了p53基因第249个
密码子发生突变[32]。从上一节的叙述可知，4-HNE同样能够结合与DNA密切相
关的组蛋白，使组蛋白的构象发生改变，削弱其与DNA的结合能力，进而影响
DNA的功能。如在研究阿尔兹海默症  (AD) 的过程中发现患者脑组织中的
4-HNE使DNA与组蛋白之间的相互作用发生改变是导致DNA氧化易损性增高的
原因之一[33]。正常情况下，机体主要通过核酸切除修复 (NER) 途径来清除被
4-HNE结合的DNA，另一种重要修复机制为依赖特殊的DNA聚合酶的DNA跨损
伤合成。然而，NER系统同样也是4-HNE的靶点，提示4-HNE对DNA的损伤机制
中不仅包括直接破坏DNA还包括破坏DNA修复系统，这两种作用同时促进了癌
症的形成[34, 35]。 
1.1.3  4-HNE 的代谢 
既往在多种细胞中对4-HNE代谢形式与代谢速率进行过研究，其中大多数利
用[3H]-4-HNE示踪法。4-HNE的代谢主要通过三条途径：被谷胱甘肽转移酶 
(GSTs) 催化生成4-HNE-谷胱甘肽加合物 (HNE-GSH)，经乙醛脱氢酶 (ALDH) 
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